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Abstract of DE3841105 

The invention relates to a method for purifying 
and modifying polymerised haemoglobin, 
which is characterised in that the highly 
polymeric haemoglobin which has been 
obtained as precipitate in the crosslinking 
reaction is redissolved after the precipitate has 
been washed. The method according to the 
invention provides high molecular weight 
highly pure polymeric product with an efficient 
and simple purification and fractionation 
method. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung und 
Modifikation von polymerisiertem Hamoglobin. das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi das als Prazipitat in der Vernet- 
zungsreaktion gewonnene hochpolymere Hamoglobin nach 
Waschen des Prazipitats wieder in Losung gebracht wird. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren liefert hochmolekulares, 
hochreines Polymerprodukt mit einer effektiven und einfa- 
chen Reinigungs- und Fraktionierungsmethode. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriff t ein Verfahren zur Aufreinigung 
und Modifikation von polymerisiertem Hamoglobin. 

Chemische Modifikationen von Hamoglobin, z.B. 5 
Veranderung der Sauerstoff-Affinitat oder Polymerisa- 
tion des Molekuls, werden unter anderem vorgenom- 
men, urn beim Menschen die SauerstoffTransport- 
Funktion zu unterstutzen. 

Bekanntlich konnen entsprechende Losungen im Ka- 10 
tastrophenfall, also beispielsweise bei einem Opera- 
tionszwischenfall mit schwer zu beherrschenden Blu- 
tungen, bei Unfallen unter Blutverlust oder fur den Fall 
eines lnfektionsrisikos (Hepatitis, AIDS = Aquiriertes 
Immun-Defekt-Syndrom) als Ersatz fur eine momentan 15 
nicht verfugbare passende Blutkonserve infundiert wer- 
den; dies gilt auch dann, wenn ein Mensch z.B. in den 
genannten Fallen in einem Volumen-Mangel-Schock 
geraten ist Ein Sauerstoff-transportierender Blutersatz 
ist, gegenuber einer Blutkonserve, auch fur den Fall 20 
gunstiger, wenn die Gefahr einer immunologischen 
Oberreaktion besteht 

Es ist moglich, daB eine sauerstoffubertragende Blu- 
tersatzlosung einen Volumen-Mangel-Schock eher 
durchbrechen kann, als eine Blutkonserve, da die Ery- 25 
throzyten bekanntlich in der Konserve versteift sind 
und dadurch eine verringerte Kapillardurchgangigkeit 
aufweisen. Ferner ist zu erwarten, daB auch chronische 
Durchblutungsstorungen (beispielsweise koronare, ce- 
rebrale und periphere) mit Hilfe geeigneter Polyhamo- 30 
globinlosungen wirksam bekampft werden konnen. Zu- 
dem lassen sich Sauerstoff-Mangelzustande ohne 
Durchblutungsverminderung, z.B chronische Anamien 
mit solchen Losungen bekampfen. 

An Tierversuchen ist gezeigt worden, daB mit sauer- 35 
stoffiibertragenden Blutersatzldsungen ein Volumen- 
Mangel-Schock wirksamer bekampft werden kann, als 
mit einfachen Plasmaexpandern (ubersichtliche Litera- 
turstelle hierzu: R Pabst, MedKlin. 72 (1977), Seiten 
1555 bis 1562). 40 

Zur Herstellung sauerstofftragender Blutersatzme- 
dien sind bereits verschiedene Wege beschritten, nam- 
lich 

1. Verwendung von Emulsionen von Fluorkohlen- 45 
wasserstoffen, in welchen der Sauerstoff sehr gut 
loslich ist (ubersichtliche Literaturstelle hierzu: 
Hirlinger et aU Anasthesist 31 (1982), Seiten 660 bis 
666). 

2. Die Mikroverkapselung konzentrierter Hamo- 50 
globinlosungen in Phospholipid-Vesikeln (Litera- 
turstelle hierzu: Gaber et aL, Encapsulation of He- 
moglobin in Phospholipid Vesicles; Preparation 
and Properties of a Red Cell Surrogate in The 
Red/Cell Sixth Ann Arbor Conference", G.J. Bre- 55 
wer (Herausgeber), Alan R. Liss, Inc., New York, 
1984, Seiten 179 bis 190, sogenannte "kunstliche 
Ery throzyten"). 

3. Herstellung geeigneter Hamoglobin losungen, 
auch unter kovalenter Bindung des Hamoglobins 60 
an Dextrane. 

Die DE-OS 24 17 619 beschreibt beispielsweise poly- 
merisiertes, verknupftes Hamoglobin als Plasmapro- 
tein-Ersatz, wobei dicarboxylidat-verknupftes Hamo- 65 
globin hergestellt wird. 

Die DE-OS 27 14 252 beschreibt pyridoxalphosphat- 
verknupftes Hamoglobin. 
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Die DE-OS 30 29 307 betrifft ein Blutersatzmittel, 
hergestellt durch kovalente Verkniipfung von Polysac- 
charid, beispielsweise Dextran, mit zellfreiem Hamoglo- 
bin. 

Die BE- PS 8 38 933 beschreibt ein wasserlosliches, 
verknupftes, polymerisiertes Hamoglobin, das herge- 
stellt wird durch Umsetzung freien Hamoglobins mit 
einem polifunkuonellen verknupfenden Agens und an- 
schlieBendem Abstoppen der Reaktion mit einem inak- 
tivierenden Mittel. Es wird ein polymerisiertes Hamo- 
globin mit einem Molekulargewicht von 64 000 bis 
10 00 000 Dalton erhalten. 

Die US- PS 40 01401 betrifft Poly- Hamoglobin, ein 
verknupftes Hamoglobin, als Blutersatz und Plasmaex- 
pander, mit einem Molekulargewicht von 64 000 bis 
10 00 000 Dalton. Als verknupfende Agenzien werden 
Glutardialdehyd, Hexamethylendiisocyanat oder Buta- 
diendiepoxid verwendet. 

EP 85 106 057.4 betrifft ein Verfahren, aus extrem ho- 
hen Konzentrationen extrem hochmolekularer, kom- 
pakte losliche Polymere des Hamoglobins herzustellen. 

In P 37 14 351.4 wird dieses Verfahren insofern ver- 
einfacht, als direkt Erythrozyten Verwendung finden 
konnen und das Vernetzungsmittel nicht mehr geldst in 
einer Lipid-Phase zugesetzt werden muB. 

Diese bekannten Verfahren konnen zumindest in ge- 
wisser Hinsicht nicht befriedigen. 

So ist es beispielsweise beim Verfahren der US-PS 
40 01 401 erforderlich, Amine zur Verhinderung der 
Entstehung unloslicher Produkte vor Zugabe von Ver- 
kniipfungsmittels zuzugeben. 

Bei Anwendung von Fluorkohlen wasserstoffen wur- 
den gewebliche Reaktionen festgestellt (siehe oben bei 
Hirlinger et aL). 

Mit Hamoglobin-Vesikeln gelangen erst jetzt die er- 
stenTierversuche (Science 230(1985), 1 165 - 1 168). 

Im letzteren Fall besteht die Gefahr einer Lipid- 
Oberbelastung des Organismus durch vesikelbildende 
Lipoide. Die besten Aussichten auf eine erfolgreiche 
Anwendung sind Hamoglobin-Losungen einzuraumen. 

Jedoch stehen einer routinemaBigen klinisch-prakti- 
schen Nutzung von Hamoglobinlosungen bisher jeweils 
mehr oder weniger verschiedene Probleme entgegen, 
namlich: 

I) Erhohung der Sauerstoff-Hamoglobin-Affinitat, 
das heiBt der Halbsattigungsdruck (P 50) nimmt ab. 
Dadurch wird die Abgabe des Sauerstoffs an das 
Gewebe erschwert. Dies tritt ausgepragt bei der 
Bindung des Hamoglobins an Dextran auf. Urn das 
zu vermeiden, hat man entsprechende Effektoren 
(beispielsweise Pyridoxalphosphat). 

II) Zu geringe Verweildauer des kunstlichen Bluter- 
satzes im Organismus. Ausscheidung Ober die Nie- 
ren. Beispielsweise betrug die Halbwertzeit der 
kunstlichen Erythrozyten nur 5,8 Stunden. Bei den 
"extrazellularen" Hamoglobinlosungen hat man 
versucht, die Ausscheidung durch die Polymerisa- 
tion zu verhindern. Auch die Verweildauer der "ex- 
trazellularen" Hamoglobiniosunge ist nicht groB 
genug. 

III) Storungen des onkotischen Milieus. Dadurch 
kann es zum Volumenverlust kommen (Volumen- 
Mangel-Schock). Dieser Effekt tritt auf, wenn das 
Molekulargewicht des Blutersatzes mit dem der 
Plasmaproteine vergleichbar ist Hierdurch ist man 
mit der Dosierung des kunstlichen Blutersatzes 
nicht frei, sondern muB auf die onkotischen Ver- 



DE 38 41 

3 

haltnisse Rucksicht nehmen. Dadurch, daB im Sau- 
getierblut sich der Sauerstoff-bindende Blutfarb- 
stoff in den Zellen befindet, ist der Hb-Gehalt und 
damit der Sauerstoff-Gehalt des Blutes vom onko- 
tischen Druck entkoppelt Bei den niederen Tieren 5 
geschieht dies durch das extrem hohe Molekularge- 
wicht der Sauerstoff- Binde-Proteine. 

IV) Zu hohe Viskositat der Hamoglobin-Ldsung. 
Diese Erscheinung tritt vor allem auf, wenn eine 
Polymerisation zu Kettenmolekiihlen erfolgt Man 10 
kann die erhohte Viskositat vermeiden, wenn man 
kompakt poiymerisiert (siehe unter4). 

V) Will man bei Nicht-Entkopplung des onkoti- 
schen Druckes das onkotische Milieu nicht storen, 

so kommt es zur Herzbelastung durch Hypervola- 15 
mie. 

VI) ObermaBige Reaktion des Retikulo-Endothe- 
lialen Systems: Diese fand sich insbesondere bei 
Verwendung der Fluorocarbone. 

VII) Nieren und Leberschadigung Ein Nierens- 20 
chock tritt vor allem auf, wenn stromahaltige Ha- 
moglobinlosung verwendet wurde.Seit man die Ld- 
sungen ultrafiltiert, wurde eine Nierenschadigung 
nicht mehr beobachtet Leberschadigungen wur- 
den mit Hilfe des Plasma-Transaminase-Spiegels 25 
indiziert. 

VIII) Antigene Wirkung Dazu wurde neuerdings in 
Homolog-Versuchen an Ratten gezeigt, daB nati- 
ves Hamoglobin nicht antigen wirksam ist und daB 
die Polymerisation mit Glutardialdehyd die Antige- 30 
nitat nicht erhoht (J. Artficial Organs 9 (1986), 
179 - 182). In der gleichen Arbeit wird gezeigt, daB 
menschliches natives Hamoglobin bei Ratten we- 
nig antigen wirkt und daB der Effekt durch die 
Polymerisation geringgradig verstarkt wird 35 

IX) Toxische Wirkung (pyrogen, vasokonstrikto- 
risch). 

X) Oberlastung des Organismus mit Lipoiden. Die- 
se Komplikation tritt bei der Verwendung mikro- 
verkapselter Hamoglobin- Losungen sowie Fluo- 40 
carbonen auf. 

1) bis IV) stellen physiko-chemische Probleme dar, 
V) bis X) dagegen biologische. 

Aus den Darlegungen geht hervor, insbesondere aus 45 
den Punkten II, III und V, daB es gunstig ist, Hamoglobin 
zu moglichst groBem Polymerisationsgrad zu verkniip- 
fen. Jedoch sollte das Polymere dabei moglichst kom- 
pakt sein und kein durchspultes Faden-Molekiil, urn bei 
moglichst geringer Viskositat des Plasmas eine mog- 50 
lichst groBe Konzentration des Sauerstofftragers appli- 
zieren zu konnen. 

Das Problem der Verknupfung des Hamoglobins zu 
kompakten loslichen Riesen-Molekulen kann als geldst 
gelten (siehe EP 85 106 057.4 und P 37 14 351.4). Jedoch 55 
besteht hierbei eine sehr breite Verteilung des Moieku- 
largewichtes. Wie wir gezeigt haben, weisen diese Poly- 
meren eine stark tiberproportionale Zunahme der Vis- 
kositat mit der Konzentration auf (W.K.R. Barnikol, 
O. Burkhard, Adv. Biol.Med, 1 988, im Druck). 60 

Das Einsteinsche Viskositatsgesetz besagt nun, daB 
Kugeln in einer Fliissigkeit, und zwar unabhangig von 
ihrem Radius, eine minimale Viskositat aufweisen. Da- 
her ware es zur Verringerung der Viskositat extrem 
wichtig, moglichst einheitliche Polymere wie sie im iibri- 65 
gen auch in der Natur (Regenwurm) zu findeh sind, 
herstellen zu konnen. 

Dann konnte das Molekulargewicht des Sauerstoff- 
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tragers sehr hoch gemacht werden, damit die Forderung 
nach einem vernachlassigbaren kolloidosmostischen 
Druck zu erfullen ist (siehe III). Tatsachlich kann durch 
Abtrennung der Monomeren und Oligomeren mittels 
Ultrafiltration die Viskositat erheblich gesenkt werden 
(Barnikol, Burkhard siehe oben). 

Jedoch bedeutet die Ultrafiltration einen zusatzlichen 
aufwendigen technischen ProzeB, der die Denaturie- 
rung des empfindlichen Molekuls, insbesondere jedoch 
die vermehrte Bildung des Met- Hamoglobins, welches 
keinen Sauerstoff mehr zu binden vermag, steigert. Zu- 
dem verringert die Ultrafiltration erheblich die Ausbeu- 
te. 

Die Verfahren des Standes der Technik besitzen so- 
mit die Nachteile aufwendiger technischer ProzeBfuh- 
rung, Denaturierung des empfindlichen Molekiils, Bil- 
dung von unerwunschten Nebenprodukten, Heteroge- 
nitat der Molekulargewichtsverteilung, unzureichenden 
Polymerisationsgrad, Verunreinigung mit Monomeren 
und Oligomeren und aufwendige Reinigungsverfahren. 

Demgegentiber liegt vorliegender Erfindung die Auf- 
gabe zugrunde, ein Verfahren zur Aufreinigung von mo- 
difiziertem, insbesondere polymerisiertem Hamoglobin 
zu liefern, das ein stabiles, hochvernetztes, moglichst 
einheitliches Hamoglobin mit hoher Sauerstofftrans- 
portfahigkeit und geringem Met-Hamoglobin-Gehalt 
liefert 

Es wurde nun Oberraschenderweise gefunden, daB 
nach Ausfallung wahrend der Vernetzungsreaktion sich 
die Hochpolymeren nach einigen Stunden wieder prak- 
tisch vollstandig Ibsen. 

Die obige Aufgabe wird erfindungsgemaB beim Ver- 
fahren der eingangs genannten Gattung dadurch gelost, 
daB das als Prazipitat in der Vernetzungsreaktion ge- 
wonnene hochpolymere Hamoglobin nach Waschen des 
Prazipitats wieder in Losung gebracht wird. 

Besondere Ausfuhrungsformen sind dadurch gekenn- 
zeichnet, 

daB das Hamoglobin durch Vernetzung poiymerisiert 
wird, 

daB die Polymeren unlosliche Prazipitate bilden 

dafl durch das Auswaschen der vernetzten Prazipitate 

eine Abtrennung der niedermolekularen Reaktanten 

und somit eine Reinigung erfolgt, 

daB eine Abtrennung der Monomeren und Oligomeren 

erfolgt 

Weitere besondere Ausfuhrungsformen sind dadurch 
gekennzeichnet 

daB die gewiinschten Polymere nahezu quantitativ ab- 
getrennt werden, 

daB die loslichen Polymeren durch Zusatz geeigneter 
Reagenzien noch modifiziert, insbesondere stabilisiert 
werden, 

daB die Verkniipfungsstellen modifiziert, insbesondere 
stabilisiert werden, und 

daB durch fraktioniertes Losen unmittelbar Polymere 
verschiedener Molekulargewichte abgetrennt erhalten 
werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht die 
Herstellung hochpolymerer moglichst einheitlicher Pro- 
dukte. Es ermdglicht weiterhin eine einfache und wirk- 
same Abtrennung der Monomeren und Oligomeren so- 
wie anderer Reaktanten vom Polymeren. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren werden schon 
mit der Polymerisationsreaktion weitgehend einheitli- 
che, hochmolekulare und kompakte losliche Hamoglob- 
inpolymere erhalten. 

Bei den Polymeren, erhalten gemaB dem Verfahren 
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der Erfindung, ist der kolloidosmotische Druck klein, 
das Produkt sehr rein und die Ausbeute sehr hoch. 

Durch das Auswaschen der vernetzten Prazipitate ist 
eine Abtrennung der niedermolekularen Reaktanten 
und somit eine effektive und einfache Reinigung mog- 5 
lich. 

AuBerdem tritt kein Verlust der gewunschten Poly- 
meren auf. Ein besonderer Vorteil des erfindungsgma- 
Ben Verfahren ist, daB durch fraktioniertes Losen, ohne 
zusatzliche aufwendige Fraktionierverfahren, Polymere 10 
verschiedener Molekulargewichte erhalten werden 
konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren weist besondere 
Vorteile zur Verbesserung und Verbilligung geeigneter 
Sauerstofftransportierender Hamoglobinldsungen auf. 15 
Die Verbesserung besteht in der technisch einfachen 
Entfernung der unbrauchbaren Reaktanten sowie et- 
waiger toxischer Substanzen (siehe IX), insbesondere 
des nichtpolymerisierten monomeren Hamoglobins, 
welche notwendigerweise nach der Vernetzungsreak- 20 
tion noch vorhanden sind. Eine Ultrafiltration zwecks 
Reinigung und Abtrennung des Monomeren mit unver- 
meidlicher Verringerung der Ausbeute kann unter Urn- 
standen entfallen. Das bedeutet Verbilligung. Eine Ver- 
besserung besteht ferner in der Gewinnung einheitli- 25 
cher Polymerer, deren Viskositat geringer ist ais die 
uneinheitlicher Produkte. Der ProzeB des Wiederiosens 
gibt zudem die M6glichkeit, falls erforderlich, das ver- 
netzte Produkt weiter zu stabilisieren. Zum Beispiel ent- 
stehen bei der Vernetzung mit Glutardialdehyd als Ver- 30 
knupfungsstellen mit den Aminogruppen des Hamoglo- 
bins Schiff'sche Basen, welche bekanntermaBen instabil 
sind. Sie konnen wahrend des Loseprozesses reduktiv 
stabilisiert werden. 

Eine Verbesserung ist ferner die Moglichkeit, den L6- 35 
seprozeB fraktioniert durchfuhren zu konnen. So lassen 
sich auf einfache Weise verschieden hohe Molekularge- 
wichte herstellen und somit die Verweildauer der Pra- 
parate nach Bedarf einstellen (Kurzzeit- und Langzeit- 
praparate, siehe II). Durch fraktioniertes Losen verrin- 40 
gert sich noch einmal die Uneinheitlichkeit mit dem gun- 
stigen Effekt auf die Viskositat 

Das Wesen der vorliegenden Erfindung wird nun an- 
hand der folgenden Ausfuhrungsbeispiele, welche be- 
vorzugte Ausfuhrungsformen zeigen, weiterhin erlau- 45 
tert. Dabei geben die Fig. t bis 5 die Chromatogramme 
1 bis 5 aus den Beispielen 1 und 2 wieder. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Aufreini- 
gung, Modifikation, insbesondere zur Polymerisation 
des Hamoglobins, fuhrt man die Reaktion in vitro mit 50 
intakten Erythrozyten durch. Dabei kann mittels an sich 
bekannter Agenzien die Sauerstoff-Affinitat verandert 
werden. Die Modifikation, insbesondere die Polymerisa- 
tion des Hamoglobins kann durch Einwirken polifunk- 
tioneller Agenzien vorzugsweise in isotonischer Losung 55 
durchgefuhrt werden. Als Polymerisationsmittel kann 
beispielsweise Glutardialdehyd eingesetzt werden. Als 
Ausgangsmaterial konnen Tier- Erythrozyten, insbeson- 
dere Rinder-Erythrozyten verwendet werden. Beim er- 
findungsgemaBen Verfahren fallt das gewunschte poly- 60 
mere Produkt zunachst als Prazipitat an, welches sich 
danach in Stunden erst langsam aufldst Dies gibt die 
Moglichkeit einer effektiven und einfachen Reinigung 
und Fraktionierung des Polymeren. 

65 

Beispiel 1 

Polymerisation und fraktionierte Losung im Liter- 



maflstab, Elimination der Monomeren und Oligomeren. 

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 22° C (Raumtempe- 
ratur). Es wurden 100 ml frisches, heparinisiertes Ader- 
laBblut 10 Minuten lang bei 2000 g zentrifugiert, mit 
einer Elektrolytlosung "Biku-Losung" ad 100 ml resu- 
spendiert Dreimal wurden nun mit dieser Biku- Losung 
die Erythrozyten gewaschen, indem jeweils nach Sus- 
pendierung mit 2000 g 10 Minuten lang zentrifugiert 
und der Oberstand abgesaugt wurde. 

Die "Biku-Losung" enthalt 7,31g/l NaCI. 0,335g/1 KCl, 
1,680 g/1 NaHC0 3 und etwa 0,2 g/1 NaN3. 

Es wurde nun eine Erythrozytensuspension herge- 
stellt mit 270 ml Biku-Losung, 1,25 g NaCI und 30 g 
gepackten Erythrozyten. In einem 1 I Becherglas wurde 
mit einem Magnetruhrer bei mittlerer Geschwindigkeit 
(etwa 100 Umdrehungen pro Minute) diese Suspension 
geruhrt 

Es wurden 400 mg fein gemorsertes Diisocyanatocy- 
clohexan (DIC) in einem 30 mi-Becherglas mit 20 ml 
Biku-Losung versetzt und mittels Magnetruhrer bei 
groBtmoglicher Ruhrgeschwindigkeit genau 10 min. di- 
spergiert, dann 15 ml dieser Suspension in die Erythro- 
zyten -Suspension eingetropft 

Nach 50 Minuten wurde die Erythrozytensuspension 
in vier 75 ml/Zentrifugenglaser eingefullt und 10 Minu- 
ten lang bei 2000 g zentrifugiert. Der Oberstand wurde 
abgesaugt und das Zentrifugat wieder zum Ausgangs- 
volumen ( = 270 ml) mit aqua desL aufgefullt Die Hamo- 
lyse der Erythrozyten wurde durch Umriihren mit ei- 
nem Glasstab beschleunigt. Die so erhaltene Losung 
wurde wieder in ein 1 1-Becherglas gefiillt und mit einem 
Magnetruhrer mittlerer Drehgeschwindigkeit (etwa 100 
Umdrehungen pro Minute) geruhrt 

Nach 30 Minuten wurde eine Probe von 1,5 ml ent- 
nommen und 10 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. Der 
Oberstand durch ein 0,22 urn/Filter filtriert, die Konzen- 
tration mit der Cyan-Hamoglobin-Methode bestimmt, 
die Probe auf eine Konzentration von 1 g/dl verdiinnt 
und die Molekulargewichtsverteilung mit der Gelper- 
meation bestimmt (Chromatogramm 1). Methodik siehe 
unten. 

Nach 24 Stunden wurde eine zweite Probe entnom- 
men und der Oberstand chromatographiert (Chromato- 
gramm 2\ Der gesamte Rest-Ansatz wurde 40 Minuten 
bei 15000 g zentrifugiert, der Oberstand abdekantiert, 
ein Teil des Niederschlags ( = 8,79 g) in 9,53 ml Wasser 
suspendiert in einem 50 ml-Becherglas und mittels Ma- 
gnetruhrer langsam geruhrt Nach weiteren 24 Stunden 
wurde eine Probe genommen und wiederum der Ober- 
stand chromatographiert (Chromatogramm 3). 

Beispiel 2 

Polymerisation und fraktionierte Losung unter reduk- 
tiver Stabilisation der Verknupfungsstelle im Milliliter- 
Ansatz. 

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 22° C (Raumtempe- 
ratur). Es wurden 12 ml frisches heparinisiertes Venen- 
blut, wie in Beispiel 1 beschrieben, von Plasma und Leu- 
kozyten getrennt und mit "Biku- Losung" dreimal gewa- 
schen. 

Dann wurde eine Erythrozytensuspension mit 0,2 g 
NaCI, 43,2 Biku-Losung (siehe Beispiel 1) und 4,80 ml 
gepackten Erythrozyten hergestellt, davon wurden 
47,75 ml in einem 100 ml Becherglas mit einem Magnet- 
ruhrer versehen und langsam (60 Umdrehungen pro Mi- 
nute) geruhrt 0,1 ml einer 25%igen Glutardialdehyd- 
Losung wurden 1 : 24 mit Biku-Losung verdunnt und 
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von der entstandenen l%igen Losung 2388 ml zu der 
Erythrozytensuspension getropfL Nach 18 Minuten 
wurde die Suspension in Zentrifugenglaser umgefullt 
und 6 Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Der Oberstand 
wurde abgesaugt und verworfen, die gepackten Ery- 5 
throzyten bis zum ursprunglichen Volumen ( = 47,75 ml) 
mit destilliertem Wasser aufgefiillt und mit einem Glas- 
stab bis zur vollstandigen HSmolyse geruhrtDie Losung 
wurde darauf fur 10 Minuten bei 2000 g zentrifugiert, 
der Oberstand abgesaugt und verworfen. 1 /3 des Zentri- 10 
fugates wurde erneut in Wasser zum Endvolumen von 
14,78 ml resuspendiert (Probe a), und 1/3 des Zentrifu- 
gates wurde in einer f risen hergestellten Losung von 150 
mg NaCNBH 3 auf 25 ml H 2 0 zu einem Endvolumen von 
15,87 ml resuspendiert (Probe b). 15 

Nach 24 Stunden wurden Proben, wie in Beispiel 1 
beschrieben, entnommen, prapariert und chromatogra- 
phiert: Chromatogramm 4 zeigt Probe a. Chromato- 
granim 5 zeigt Probe b. 
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Chromatographic 

Die Analyse der Molekulargewichtsverteilung und 
die Bestimmung des Gewichtsmittels des Molekularge- 
wichts (M W) erfolgte mittels Gelpermeationschromato- 25 
graphic Es fand Sephacryl 400 HR-Gel (Deutsche Phar- 
macia, Freiburg, BR Deutschland) Verwendung. Saule: 
Hone 80 cm, Durchmesser 1 cm, EluatfluQ 63 ml/min, 
Detektion photometrisch: 425 nm. FV=(Ve-Vo)/(Vt- 
Vo), Ve = Elutionsvolumen der Probe, Vo=TotvoIu- 30 
men, bestimmt mit Dextran Blau (Deutsche Pharmacia, 
Freiburg, BR Deutschland); Vt= Total volumen, be- 
stimmt mit Glutathioa FV und der Logarithmus des 
Molekulargewichts stehen in linearer Beziehung zuein- 
ander. FV wurde mit globularen Proteinen bekannten 35 
Molekulargewichts geeicht. Alle Losungen wurden vor 
der Chromatographic uber 0,22 urn/Filter filtriert. 

Patentanspriiche 
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1. Verfahren zur Aufreinigung und Modifikation 
von polymerisiertem Hamoglobin, dadurch ge- 
kennzeichnet, daQ das als Prazipitat in der Vernet- 
zungsreaktion gewonnene hochpolymere Hamo- 
globin nach Waschen des Prazipitats wieder in Ld- 45 
sung gebracht wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Hamoglobin durch Vernetzung 
polymerisiert wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruchen 1 und 2, dadurch 50 
gekennzeichnet, daB die Polymeren unlosliche Pra- 
zipitate bilden. 

4. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB durch das Auswaschen der 
vernetzten Prazipitate eine Abtrennung der nieder- 55 
molekularen Reaktanten und somit eine Reinigung 
erfolgt 

5. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Abtrennung der Mono- 
meren und Oligomeren erfolgt eo 

6. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die gewunschten Polymere 
nahezu quantitativ abgetrennt werden. 

7. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die loslichen Polymeren durch 65 
Zusatz geeigneter Reagenzien noch modifiziert, 
insbesondere stabilisiert werden. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB die Verknupfungsstellen modifiziert, 
insbesondere stabilisiert werden. 
9. Verfahren gemaB Anspruchen 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB durch fraktioniertes Losen un- 
mittelbar Polymere verschiedener Molekularge- 
wichte abgetrennt erhalten werden. 
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